Valasz Prof. Dr. Szijarté Attila biralatara

Eziton is szeretném megkdszonni Professzor Ur munkéjat, a biralatra szant idejét, a részletes
értékelést és az MTA Doktori értekezés pozitiv birdlatat.

A felvetett kérdésekre, a valaszaim a kovetkezdek:

1.) Ahogy a dolgozat is emliti a preszepszin szintet nagyban befolyasolhatja a vesefunkcio
romlasa. Tekintve, hogy madjcirrhosis esetén gyakran kell szamolni vese diszfunkcioval, igy
tervezik-e a preszepszin szint meghatdrozasat veseparaméterek fiiggvenyében (pl.: kreatinin,
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kiiszob értek, mely vesebetegség mellett is megbizhatoan jelzi a bakteridlis fertozés felléptet?

Valasz:

A biralo altal felvetett modszertani megkdzelités nagyon értékes segitség lehet a majcirrhosisos
betegek bakterialis infekcidjanak diagnosztikdja soran, mely potencidlisan lehetové teszi a
preszepszin meghatarozasnak az eddigieknél joval hatékonyabb alkalmazasat. A mindennapi
klinikai gyakorlatban a veseelégtelenség jelenléte esetén egy re-kalkuldlt preszepszin kiiszob
érték hasznalata egyszeriien kivitelezhetd, valdsziniileg jol miikodé modszer lehet. JOI példazza
ezt egy japan munkacsoport nemrégiben megjelent eredménye (Takahashi G, Diagn Microbiol
Infect Dis. 2016,86:205-10.). A szerzOk siirgdsségi osztalyon jelentkezd betegek (n=91) 0., 1.,
3., 5. és 7. napos mintajanak felhasznalasaval [n=403]) esetén értékelték a preszepszin
diagnosztikus hatékonysagat szepszissel jard bakteridlis infekciok azonositasaban akut
veseelégtelenségben szenvedd (AKI) és nem szenvedd (non-AKI) betegekben. Az AKI
fennallasat 3 kiilonbozé modszerrel értékelték: Neutrophil gelatinase-asszocialt lipokalin
(NGAL>150 ng/mL), Cystatin C (> 0,98 mg/L) vagy alacsony eGFR (<60 mL/min per 1,73m?).
Ezen laboratériumi kritériumok figyelembevételével, az akut veseelégtelenségben szenvedo
betegekben egy re-kalkulalt, magasabb preszepszin kiiszobérték meghatarozasaval a molekula
diagnosztikus hatékonysaga nemcsak hogy nem adddott alacsonyabbnak a normal
vesefunkcioji beteghez viszonyitva, hanem még jobb diagnosztikus hatékonysagot is
eredményezett. A 3 kiilonféle AKI marker esetén a re-kalkulélt preszepszin kiiszobértékek
nagyon hasonlonak adédtak, mint ahogyan a diagnosztikus hatékonysagot jellemz6 kiilonféle
paraméterek is (AUC, szenzitivitas és specificitas). Tovabbi értékes adat, hogy AKI esetén a
re-kalkulalt preszepszin kiiszobérték diagnosztikus hatékonysaga szignifikdnsan magasabbnak
adodott a procalcitoninéhoz képest (1. tablazat). Tekintve, hogy az infekcio laboratoriumi
diagnosztikdjaban a mindennapi klinikai gyakorlatban jelenleg a C-reaktiv protein (CRP)
mellett a procalcitonint (PCT) hasznaljuk ezen adatok akar a preszepszin a PCT-vel szembeni
elényben részesitéshez is vezethetnek AKI jelenléte esetén, amennyiben ezek az eredmények a
késobbiekben nagy esetszamu betegkohorszban validalasra keriilnek. Perspektivikusan a
preszepszin akar le is valthatja a PCT-t azon betegcsoportokban, ahol a bakterialis infekcio
gyakran jar AKI-val, mint példaul majcirrozisban. Ezen betegcsoportban ugyanis a betegség
akut rosszabbodast gyakran kiséri AKI, az esetek mintegy 40%-ban. A japan munkacsoport
vizsgalatahoz hasonl6 elemzést majcirrdzisos betegekben eddig nem végeztek.



1.tablazat Procalcitonin (PCT) és a preszepszin (PSEP) kiiszobértékek a szepszis
diagnosztikdjaban AKI és non-AKI betegek esetén

Cut-off values of PCT and PSEP for diagnosing sepsis in non-AKI and AKI patients.

AUC  Cut-off Sensitivity Specificity Youden
Index
NGAL Non-AKI PCT 0.67 0.85ng/mL 0.68 0.58 0.21
PSEP 0.75 694 pg/mL 0.69 0.81 0.45
AKI PCT 072  2.01ng/mL 0.57 0.81 0.25
PSEP 0.83" 828 pg/mL 0.81 0.71 0.45
CysC Non-AKI PCT 0.67 0.85ng/mL 0.42 0.83 0.47
PSEP 0.77"" 684 pg/mL 0.63 0.88 0.48
AKI PCT 082 094 ng/mL 0.69 0.79 0.30
PSEP 085 891 pg/mL 0.83 0.69 0.49
eGFR Non-AKI PCT 0.69 0.86 ng/mL 0.45 0.85 0.49
PSEP 079" 694 pg/mL 0.66 0.87 0.50
AKI PCT 081 1.14ng/mL 0.69 0.79 0.34
PSEP 0.84 891 pg/mL 0.86 0.62 0.45

AUC = area under curve.
* P < 0.05 versus PCT,
** P <0.01 versus PCT

Az altalunk vizsgélt és a disszertacioban bemutatott majbetegkohorszban NGAL és CysC
meghatarozasok nem torténtek. Az AKI jellemzésére az a becsiilt glomerularis filtracids rata
(eGFR) értéket pedig nem hasznaltuk, mert azt a vesemiikodés megitélésre jelenleg
idében az EF-CLIF éltal javasolt aktualis fix kreatinin (sCr) értéket (> 133 umol/L) hasznaltuk.
Az 1jabb irodalmi adatok alapjan azonban mar tudjuk, hogy a sCr értekelésekor majcirr6zisos
betegek esetén szintén 6vatossag sziikséges; ascites jelenléte és folyadéktilsiuly esetén ugyanis
az aktualis sCr tilbecsiili a tényleges értéket (1A). Az akut vesemiikodés romlast sokkal inkébb
jellemzi a sCr érték dinamikus valtozasa, mintsem annak egy adott pillanatban mért értéke. Az
AKI jelenlegi meghatarozasa: >26,5 umol/L 48 ora alatt vagy >50%-0s emelkedése a bazalis
értékhez viszonyitva 7 nap alatt. Az AKI jelenléte esetén sulyossaganak meghatarozasa: AKI
1. stadium: >26,5 umol/L, a bazalis érték >1,5-2x-ére emelkedik, 2. stddium: a bazalis érték>2-
3x-ara emelkedik, 3. stddium: a bazalis érték >3x-dra >354 pmol/L, >26,5 umol/l akut
emelkedéssel). A bazalis értéknek a megeldzé 3 honapban mért értéket kell tekinteni.
Amennyiben tobb érték is rendelkezésre all, azt az adott korhdzi felvételhez legkozelebbi
értéket kell hasznélni, amikor még a beteg allapota stabil volt. Ha nem all rendelkezésre korabbi
adat, akkor a felvétel napjan mért értékhez kell a sCr szint valtozasait viszonyitani (Nadim MK.
2016,64:717-35.).

Ez természetesen tovabb bonyolitja a preszepszin ,re-kalkulalt” kiiszobértékének
meghatdrozasi modjat majcirr6zisban. Mindazonaltal haldsan kdszonjiik, hogy a birdlo felhivta
a figyelmiinket arra, hogyan tudnank a disszertacioban ko6zolt kutatasunkat komplexebb
megkozelitésben tovabb folytatni és igy vélhetdleg még értékesebb eredményeket felmutatni.

A preszepszin és a PCT AKI illesztett ,re-kalkulalt” kiiszobértékének és diagnosztikus
hatékonysaganak meghatarozasait a majcirrozishoz tarsuld bakteridlis infekciokban
haladéktalanul megfogjuk tenni. A vizsgalathoz rendelkezésre all egy 10j, tobb mint 1200 akut
dekompenzacidban szenvedd majcirrdzisos betegkohorsz klinikai adat- és biobankja, mely a
PREDICT vizsgélatban (Predicting Acute-on-Chronic Liver Failure in Cirrhosis) (2016-2018)
keriilt 6sszegyljtésre.



2.) Majcirrhosishoz tarsulo ascites diagnosztikus csapolasa gyakori. A disszertacioban
szereplo szolubilis PRR-k megjelenek-e a szabad hasi folyadékban? Tortént-e sajat kutatas ez
iranyban, illetve ha igen, ez mutat-e Osszefiiggését a cirrhosis sulyossagaval?

Valasz:

Maijcirrdzisos betegekben a lektin kompement utvonal szolubilis PRR fehérjéinek [manndzkoto
lektin (MBL) ¢és fikolinok (FCN-2 és FCN-3)] vizsgalatat csak szérum mintdkon végeztiik el,
ascitesbOl fehérjeszint meghatdrozds nem tortént. A vizsgalt prospektiv betegkohorszban
ascites mintak nem keriiltek gytijtésre.

Maijcirrdzisos betegekben elsOként 2018-ban egy dan munkacsoport (Glargaard S és mtsai.
Scand J Gastroenterol. 2018;53:64-69.) ismertette azon eredményeit, miszerint majcirrdzisos
betegek ascitesében kiilonféle szolubilis PRR fehérjék (FCN-1, FCN-2, FCN-3 ¢s MBL) ¢és
komplement molekuldk (C4 és C3) jelenlétét tudtdk kimutatni. A 34 beteget magaban foglald
pilota vizsgalatban kimutattak, hogy az ascites folyadékban a FCN-1, FCN-2, MBL, C4 ¢és C3
fehérjék jelen vannak. Az ascites szolubilis PRR és komplement fehérje szintek csokkenése jo
korrelaciot mutatott a maj szintetikus mitkodésének zavaraval (szérum bilirubin, INR érték).
Elorehaladott majcirrézisban (Child C stadium, n=16, 47%) szintjik szignifikansan
alacsonyabb, mint a kevésbé sulyos betegségstadium esetén (Child B stadium, n=18, 53%)
(p=0,001-0,027). Az ascites szolubilis PRR fehérje szintek kb. egy nagysagrenddel
alacsonyabbak a szérumban mért értékeknél, azonban jo korrelaciot mutatattak azokkal (p
értékek valtozasa > 0,001-0,007). A munkacsoport obszervacios kovetéses vizsgalat soran
analizaltdk a szolubilis PRR fehérjék és komplement molekuldk eldrejelzd értékét a
betegségprogresszid szempontjabol. Multivaridciés Cox-regresszids analizist hasznalva
igazoltak azt is, hogy az alacsony ascites FCN-1 (p=0,036) és C3 (p=0.025) szint a haldlozés
¢s/ vagy majtranszplantacié elvégzésének betegségsulyossagtol fiiggetlen kockazati tényezoi.

Noégyogyaszati korképekben mar joval korabban bizonyitast nyert az MBL molekulanak a
peritonedlis folyadékban vald jelenléte. Egy lengyel munkacsoport korai munkéjaban
beszamolt arrdl, hogy ovarium carcinomas nébeteg (n=54) ascitesében a median MBL szint
nagyjabol a szérum szint 1/5-nek felel meg (Swierzko AS, Cancer Immunol Immunother.
2007,56:959-71.)

3.) Vizsgalta-e késobbi tanulmanyok soran ANCA IgA antitestek jelenlétét kiilonbozé mucosalis

felszineken, illetve azon szervekben, szévetekben ahol a bakterialis transzlokacio varhato (pl.
mdj, ascites)? Varhato-e kiilonbség ezekben a szovetekben, lehet-e ennek tovabbi klinika
jelentosége?

Valasz: A bakteridlis transzlokacidoban érintett mucosalis felszineken ¢s a kiilonféle
szervrendszerekben az ANCA IgA antitestek vizsgalatdra egyeldre még nem kertilt sor. Az
antitestek szovetekben torténd vizsgalata egyeldre nehézségekbe iitkdzik. Mivel méjcirrdézisban
az ANCA IgA antigénje(i) nem a klasszikus antigén(ek) (PR3 és MPO), melyet kutatomunkéank
soran igazoltunk és nem is ismertek egyeldére, igy azok szdovetekben torténd vizsgalata
imunhisztokémiai vagy immunfluoreszcens modszerekkel egyelore nem lehetséges.

Tovabbi kutatasainkban elséként az ANCA IgA antigén(ek) azonositasat tervezziikk, ANCA
IgA pozitiv betegek szérumédbdl 2D elektroforézissel és Western-blott vizsgalattal PMN-
lizatumon (I). Amennyiben sikeriil az autoimmune majbetegségekhez hasonldan egy vagy tobb



adott ANCA antigént azonositani, az antitestek jelenlétének vizsgalata lehetségessé valik a
kiilonféle kompartmentekhez tartozo6 szoveti mintakban. Az ANCA antigén(ek) azonositasaval
parhuzamosan in vitro vizsgalatokat is terveziink azon hipotézisiink aldtdmasztasara, mely
szerint kiilonb6zd bakteridlis komponensek (TLR ligandok, mint LPS, FimH adhesin,
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hatasuk révén fokozott IgA, részben IgA tipusi ANCA képzddést indukalni méjcirrhosisban
().

Tekintve, hogy munkacsoportunk egyik kiemelt érdeklodési teriilete a majcirrézisban észlelt
fokozott IgA vélasz kialakulasanak és klinikai jelentdségének megértése, igy jelenleg is aktiv
kutatdomunka zajlik ezen a teriileten, a 2019-ben az European Foundation for Study of Chronic
Liver Disease (EF-CLIF)-vel kozosen elnyert H2020 palyazat timogatasaval (MICROBiome-
based biomarkers to PREDICT decompensation of liver cirrhosis and treatment response
Project Number: 825694). Munkacsoportunk a palyazatban a bél barrier karosodas szerepének
vizsgalataval foglakozik a kronikus majbetegségre rakodott akut madjelégtelenség (ACLF)
betegektél endoszkopos vizsgalatok révén nyert intesztindlis szoveti mintdkon (gyomor,
vékony- ¢és vastagbél, n=100) immunhisztokémiai és immunfluoreszcens modszerekkel
betegek bélnyadlkahartyajaban az IgA termeld plazmasejtek mennyisége felszaporodik.
Jellemezziik a lokalis IgA alosztaly tipusokat (IgAl és IgA2 arany), illetve a J-lanc ezzel
parhuzamos cellularis expressziojat, mely kulcsfontossagt a di- és polimer Ig képzddésben.
Vizsgaljuk tovabba a szekretoros komponens (SC, polimer Ig receptor) fokozott epitelialis
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Az irodalmi adatok és sajat szerologia eredményeink tiikrében kiemelten fontosnak tartjuk az
immunoszuppresziv IgA+ B-sejtek vizsgalatat a szisztémas keringésben és ezzel parhuzamosan
a kiilonféle szoveti kompartmentekben (béltraktus, maj) is. A majcirrézis korlefolyasa soran a
szisztémas gyulladasos valasz és az immundeficiencia dinamikus egyiittes jelenléte jellemzo,
mely cirrézis-asszocidlt immundiszfunkcios (CAID) szindromaként ismert. A majelégtelenség
stulyosbodasaval a  bakteridlis transzlokécio  proinflammatoérikus  immunvalaszok
kialakulasahoz vezet, ugyanakkor a folyamatos és novekvd bakteridlis expozicid miatt az
immunrendszer kimeril és az immundeficiens CAID fenotipus kertiil elétérbe, melyet anti-
inflammatorikus citokinek (mint pl. IL-10) termelésének és negativ regulatorok (mint pl. PD-
L1) expresszidjanak ndvekedése kisér. Ezeknek a folyamatoknak egyik szerepldje lehet a
Shalapour S. és mtsai éltal vizsgalt regulatorikus tulajdonsagokat mutatd B-sejt populacio.
mutattdk ki nem alkoholos zsirmédjban (NASH), mely sejtek PD-L1-t és IL-10-t is
expresszalnak, igy kozvetleniil gatoljak a tumorellenes citotoxikus T-sejtek mukodését és
elésegitik a hepatocellularis karcindma (HCC) kialakuldsat. A jol ismert mikrobialis
homeosztazist fenntartd intesztindlis B-sejtektd] elkiiloniilt populacidt képezd, a kronikus
majgyulladas soran képz6dé immunoszuppresziv IgA+ B-sejtek eliminalasaval vagy PD-L1
gatlassal a daganatképz6dés csokkenthetd. (Shalapour S és mtsai. Nature 2017;551:340-). Egy
masik tanulmanyban, szepszisben szenvedd betegek periférias vérében B-sejtek PD-L1+
expressziojanak emelkedését mutattdk ki (Wilson et al. Critical Care 2018, 22:95). Ezen
irodalmi adatok alapjan feltételezhetjiik, hogy primer szklerotizald kolangitiszes (PSC) és
alkoholos majcirr6zisos betegek esetén is kimutathatd az immunszuppresziv B-sejtek szamanak
emelkedése a béltraktusban, a majszovetben és a szisztémas keringésben. Jelenlétiik pedig
egyrészt 0sszefliggést mutathat kolangiocellularis karcinoma (CCA) kialakuldsaval PSC-ben,
masrészt pedig a HCC, valamint a szisztémas infekciok fokozott gyakorisagt kialakulasaval



alkoholos méjcirrhosisban. Ez utobbit tamogathatja, az a megfigyelés miszerint a szepsis soran
is, hasonléan a makcirrhosisban észlett CAID-hoz, az immunrendszer aktivaciojat
immunszuppresszid koveti. A jovOben akar az immunoszuppresziv IgA+ B-sejtek
eliminalasaval vagy PD-L1 gatlassal a daganatképzddés €s a szisztémas infekciok kialakuldsa
csokkenthet6 lesz az immunrendszer homeosztazisanak visszaallitasaval.

Még egyszer szeretném megkoszonni Professzor Ur részletes értékelését, a tovabbi szakmai
munkamat segitd javaslatait és az MTA doktori értekezés pozitiv biralatat.
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